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人参皂甙Ｒｇ３抑制人结肠癌细胞生长与Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号的关系
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　　［摘要］　目的　研究人参皂甙Ｒｇ３对结肠癌细胞的增殖抑制作用与 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号转导的关系。方法　 将结
肠癌细胞分为对照组和用不同浓度Ｒｇ３处理组。采用结晶紫染色法及集落形成实验检测 Ｒｇ３对 ＨＣＴ１１６细胞增殖的抑
制作用。利用荧光素酶报告质粒检测 Ｒｇ３对 ＨＣＴ１１６细胞中 βｃａｔｅｎｉｎ／Ｔｃｆ４转录活性的影响。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测
βｃａｔｅｎｉｎ及ｃＭｙｃ蛋白表达；利用免疫荧光检测Ｒｇ３对结肠细胞ＳＷ４８０中βｃａｔｅｎｉｎ核转移的抑制作用。结果　 Ｒｇ３在
６０μｍｏｌ／Ｌ时就能明显抑制细胞增殖（Ｐ＜０．０５），集落形成实验结果呈现相同的变化趋势。荧光素酶报告质粒检测结果
显示，Ｒｇ３在２５μｍｏｌ／Ｌ时就能明显降低ＨＣＴ１１６细胞中βｃａｔｅｎｉｎ／Ｔｃｆ４的转录活性（Ｐ＜０．０５），并降低 ｃＭｙｃ蛋白表达，
但对βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达无明显影响。免疫荧光检测结果显示，Ｒｇ３能明显抑制 ＳＷ４８０细胞中 βｃａｔｅｎｉｎ的核转移。结论
　 Ｒｇ３能抑制人结肠癌细胞增殖，其机制可能与Ｒｇ３抑制βｃａｔｅｎｉｎ的核转移，进而抑制Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号转导有关。
　　［关键词］　 人参皂甙Ｒｇ３；结肠癌细胞；增殖抑制；βｃａｔｅｎｉｎ；核转移
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　　结肠癌是一种常见癌症，其发病与遗传或某些管
家基因突变有关［１］。人类结肠癌中有近８０％与腺瘤
性结肠息肉（ａｄｅｎｏｍａｔｏｕｓｐｏｌｙｐｏｓｉｓｃｏｌｉ，ＡＰＣ）突变有
关，另外约２０％与 βｃａｔｅｎｉｎ突变有关。因此，异常活
化的 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号在结肠癌的发生过程中具有
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重要作用［２－４］。近年来，由于对结肠癌发病机制的研

究及诊断和治疗手段的发展，使得结肠癌的治疗有了

很大的发展，但治疗效果仍不十分理想。传统的化疗

药物多是增殖依赖的细胞毒性药物，具有较严重的不

良反应。将传统化疗药物与其他非细胞毒性类天然化

合物联合应用不仅能增强疗效，并且能降低药物的不

良反应，具有广阔的应用前景。通常认为人参皂甙的

主要活性成分是 Ｒｇ３、Ｒｈ２及 Ｒｇ５等［５］。有报道认为

人参具有抗肿瘤作用，可能是由于其具有免疫调节活

性的原因［６］。但研究显示人参皂甙亦具有直接的抗

肿瘤特性，如Ｒｇ３、Ｒｈ２等具有抑制增殖和抗血管生成
活性，其机制可能通过抑制 ＮＦκＢ信号，抑制肿瘤细
胞增殖并诱导凋亡［７－８］。人参皂甙具有多种生物活

性，因此其抗肿瘤活性也可能是多作用的共同结果，但

具体机制仍不十分清楚。本研究主要通过体外实验研

究Ｒｇ３对人结肠癌细胞增殖的抑制作用及可能的机
制。

１　材料与方法

１．１　试剂及细胞培养
　　人结肠癌细胞 ＨＣＴ１１６和 ＳＷ４８０细胞购自 ＡＴＣＣ（Ａｍｅｒｉ
ｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ），Ｒｇ３购自天然化合物 Ｄｅｌｔａ信息中
心（中国，宣城），ＤＭＳＯ为溶剂，购自北京索宝来科技有限公
司，ＡＣＳ级。实验所用抗体均购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公
司，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，采用ＭｃＣｏｙ’ｓ５Ａ培养基
培养细胞（含１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ的青霉素及１００μｇ／ｍＬ
的链霉素），培养条件为５％的ＣＯ２及３７℃。

１．２　结晶紫染色检测细胞增殖实验
　　将指数生长的细胞种于２４孔板，按实验分组用不同浓度
的Ｒｇ３（４０、６０、１００、１５０μｍｏｌ／Ｌ）处理细胞。７２ｈ后进行结晶紫
染色，检测细胞增殖情况。方法如下：弃培养基，用ＰＢＳ小心清
洗孔板１次。每孔加入５００μＬ结晶紫饱和溶液（用 ＰＢＳ缓冲
的１０％甲醛配制），在室温下孵育２０ｍｉｎ。移去结晶紫染液，用
ＰＢＳ小心清洗３次。将孔板在室温下晾干后进行扫描。每孔
用５００μＬ１０％乙酸溶液溶解结晶紫并轻微振摇。待结晶紫完
全溶解后，在５９０ｎｍ下测定光密度值［Ｄ（５９０）］。每组实验重
复３次，结果取平均值。

１．３　集落形成实验
　　参照文献［９］进行，将 ＨＣＴ１１６细胞先用 Ｒｇ３（６０、
１００μｍｏｌ／Ｌ）处理，对照组用相同体积的 ＤＭＳＯ。１８ｈ后，将细
胞用胰酶消化并重新种于６孔板（２０００个／孔），２周后进行克
隆形成检测。方法如下：弃培养基并且ＰＢＳ清洗１次后用甲醇
固定，然后用亚甲蓝（０．０４％）进行染色。

１．４　ｐＴＯＰＬｕｃ报告质粒检测βｃａｔｅｎｉｎ／Ｔｃｆ４转录活性
　　将指数生长状态的细胞种于 Ｔ２５培养瓶中，待细胞贴壁
后，用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ转染 ｐＴＯＰＬｕｃ报告质粒［１０－１１］，质粒量按

３μｇ／Ｔ２５标准使用，４ｈ后换液。１２ｈ后将细胞消化重新种于
２４孔板，细胞贴壁后加入不同浓度Ｒｇ３（２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）或
相同体积的 ＤＭＳＯ。３６ｈ后，裂解细胞并按照试剂盒
（Ｐｒｏｍｅｇａ）说明进行荧光素酶活性测定。ＢＣＡ法测定总蛋白浓
度，用于对荧光素酶活性进行校正。荧光素酶相对活性用各实

验组测定值与对照组测定值的比值表示，间接反映信号通路的

激活程度。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
　　将指数生长的细胞种于６孔板中，待细胞贴壁后加入相应
浓度的Ｒｇ３（６０、１００μｍｏｌ／Ｌ）或ＤＭＳＯ。２４ｈ后，提取各组总蛋
白，采用 ＢＣＡ法测定总蛋白浓度。按常规方法进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ操作，最后采用ＥＣＬ化学发光法显色并成像。每组实验重
复３次。

１．６　免疫荧光染色实验
　　将指数生长的ＳＷ４８０细胞种于２４孔板，待细胞贴壁后分
别加入不同浓度的Ｒｇ３或相同体积的ＤＭＳＯ处理１ｈ。弃培养
基，用甲醇（－２０℃）固定细胞１５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗两次，０．１％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理１５ｍｉｎ。再用３％ ＢＳＡ在室温下封闭１ｈ，然
后用βｃａｔｅｎｉｎ抗体或小鼠ＩｇＧ孵育１ｈ。最后用抗鼠荧光二抗
孵育３０ｍｉｎ，并用Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８处理１０ｍｉｎ，荧光倒置显微镜
下成像。

１．７　统计学处理
　　实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ进行统计分析
及利用ｔ检验进行组间比较。

２　结果

２．１　Ｒｇ３抑制人结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞的增殖和集落
形成

　　结晶紫染色结果显示，人参皂甙Ｒｇ３对 ＨＣＴ１１６细胞的增
殖具有抑制作用（图１），这种作用随药物浓度增加而更明显，
在药物浓度为６０μｍｏｌ／Ｌ时，Ｒｇ３就能明显抑制 ＨＣＴ１１６细胞
增殖（与对照组相比，Ｐ＜０．０５）；同时在集落形成实验中，Ｒｇ３
亦能明显抑制ＨＣＴ１１６细胞集落形成（图２）。提示Ｒｇ３能抑制
人结肠癌ＨＣＴ１１６细胞增殖。
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图１　不同浓度的Ｒｇ３对人结肠癌ＨＣＴ１１６细胞增殖的影响
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Ａ：对照组；Ｂ：６０μｍｏｌ／Ｌ；Ｃ：１００μｍｏｌ／Ｌ
图２　不同浓度的Ｒｇ３对人结肠癌ＨＣＴ１１６细胞集落形成的影响

２．２　Ｒｇ３降低ｐＴＯＰｌｕｃ报告质粒在人结肠癌ＨＣＴ１１６
细胞中的荧光素酶活性

　　实验结果显示（图３），用 Ｒｇ３处理 ＨＣＴ１１６细胞３６ｈ后，
能降低ｐＴＯＰｌｕｃ报告质粒荧光素酶活性，这种作用随药物浓度
增加更明显。与对照组相比，Ｒｇ３在２５μｍｏｌ／Ｌ就能明显降低
荧光素酶活性（Ｐ＜０．０５）。提示 Ｒｇ３对 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号转
导具有抑制作用。
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图３　不同浓度的Ｒｇ３在ＨＣＴ１１６细胞中对ｐＴＯＰＬｕｃ报告质粒

荧光素酶活性的影响

２．３　Ｒｇ３明显降低 ＨＣＴ１１６细胞中 ＣＭｙｃ蛋白的表
达水平

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示（图４），Ｒｇ３对ＨＣＴ１１６细胞中ｃＭｙｃ
蛋白表达具有抑制作用，但对βｃａｔｅｎｉｎ蛋白水平却没有明显影
响。提示在结肠癌细胞中，Ｒｇ３降低 βｃａｔｅｎｉｎ／Ｔｃｆ４的转录活
性可能与降低βｃａｔｅｎｉｎ蛋白水平无关。
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１：对照组；２：６０μｍｏｌ／Ｌ；３：１００μｍｏｌ／Ｌ
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度Ｒｇ３对ＨＣＴ１１６细胞βｃａｔｅｎｉｎ、

ｃＭｙｃ蛋白的表达

２．４　Ｒｇ３抑制人结肠癌ＳＷ４８０细胞中的βｃａｔｅｎｉｎ核
转移

　　免疫荧光结果显示（图５），Ｒｇ３对人结肠癌ＳＷ４８０细胞中
βｃａｔｅｎｉｎ的核转移具有明显抑制作用，βｃａｔｅｎｉｎ本身在经典的
Ｗｎｔ信号转导中具有重要作用。以上结果提示，在人结肠癌细
胞中，Ｒｇ３可能通过阻止 βｃａｔｅｎｉｎ核转移从而抑制 βｃａｔｅｎｉｎ／
Ｔｃｆ４转录活性。

３　讨论

　　本研究通过体外实验发现，人参皂甙 Ｒｇ３参能抑
制人结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞增殖，其作用机制可能与阻
止βｃａｔｅｎｉｎ核转移有关。
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↑：βｃａｔｅｎｉｎ染色阳性细胞
图５　免疫荧光检测不同浓度的Ｒｇ３对人结肠癌ＳＷ４８０细胞中βｃａｔｅｎｉｎ核转移的影响　（×１００）
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　　结肠癌是一种发病率和致死率均较高的恶性肿
瘤，对人类健康的危害较大，全球每年约有５０万患者
死于结肠癌［１２］。目前对结肠癌的诊断和治疗水平都

有较大提高，但预后仍不乐观。传统植物药来源的有

效成分在治疗各种肿瘤中发挥着重要作用［１３］。

　　人参作为中药已有数千年的历史，Ｒｇ３是从人参
中分离出的单一成分。人参具有抗肿瘤作用，但通常

认为这种作用是由于人参对免疫功能的调节所致［６］。

近年来的研究表明从人参中提取的有效成分具有直接

抗肿瘤活性［７－８］；Ｒｇ３作为人参的主要成分之一，具有
抗增殖及抗血管生成的作用［１４］。文献［１５］报道，Ｒｇ３
对氧化偶氮甲烷（ａｚｏｘｙｍｅｔｈａｎｅ，ＡＯＭ）诱导的结肠癌
具有抑制作用，而 ＡＯＭ能诱导 βｃａｔｅｎｉｎ突变；但是，
Ｒｇ３对结肠癌细胞增殖抑制作用与抑制Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
信号转导的关系尚不十分清楚。

　　目前认为，Ｗｎｔ信号异常活化是结肠癌的重要发
病原因之一［２］。Ｗｎｔ信号可分为经典的 Ｗｎｔ信号通
路和非经典的Ｗｎｔ信号通路，在胚胎发育及个体正常
生理功能调节中具有重要作用。βｃａｔｅｎｉｎ在经典的
Ｗｎｔ信号通路中具有重要作用。通常情况下，Ｗｎｔ内
源性配体与细胞膜上的卷曲蛋白结合后，导致βｃａｔｅｎｉｎ
降解复合物ＡｘｉｎＡＰＣＧＳＫ３β不能形成，抑制βｃａｔｅｎｉｎ
降解，使其在胞内聚集，然后转位入核，实现对下游靶

基因的调节，如 ＣＭｙｃ等［１６］。在结肠癌细胞中，因

βｃａｔｅｎｉｎ或 ＡＰＣ蛋白发生突变，导致 βｃａｔｅｎｉｎ不被
降解而转位入核，引起 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号持续活化。
结果导致某些原癌基因过度表达，引起细胞无限制增

殖。因此，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ成为治疗结肠癌药物的重要
靶点之一。

　　研究结果显示，Ｒｇ３能抑制人结肠癌 ＨＣＴ１１６细
胞增殖，并抑制 βｃａｔｅｎｉｎ／Ｔｃｆ４的转录活性，同时明显
降低下游靶基因ｃＭｙｃ的表达。由于 ＨＣＴ１１６细胞中
存βｃａｔｅｎｉｎ突变，所以导致 βｃａｔｅｎｉｎ无法被降解而
聚集在胞内，进而转位入核，活化Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号。
这一现象表明 Ｒｇ３对 βｃａｔｅｎｉｎ／Ｔｃｆ４转录活性的抑制
作用，可能与促进 βｃａｔｅｎｉｎ的降解无明显关系。因
此，我们推测Ｒｇ３可能对βｃａｔｅｎｉｎ的核转移具有抑制
作用。为验证这种作用的可能性，本研究采用另一种

人结肠癌细胞株 ＳＷ４８０进行实验。因为在 ＳＷ４８０细
胞中存在 ＡＰＣ突变，这就导致降解 βｃａｔｅｎｉｎ的复合
物 ＡｘｉｎＡＰＣＧＳＫ３β无法正常形成。最终结果是
βｃａｔｅｎｉｎ在ＳＷ４８０细胞中聚集并转位入核，从而活化
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号。免疫荧光结果显示，在 ＳＷ４８０
细胞中Ｒｇ３可以抑制βｃａｔｅｎｉｎ核转移，并且这种作用
随药物浓度增加而增强。

　　本实验表明，Ｒｇ３能抑制人结肠癌细胞的增殖，其

机制至少与阻止 βｃａｔｅｎｉｎ核转移有关，但 Ｒｇ３对
βｃａｔｅｎｉｎ核转移抑制的具体作用机制还清楚。本课题
组将进一步研究分析Ｒｇ３抑制βｃａｔｅｎｉｎ核转移的可能
机制，为将Ｒｇ３用于结肠癌的治疗提供理论及实验基础。
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